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(57) Abstract 

The invention concerns a medicine comprising, as active principle, an efficient quantity of at least an oligosaccharide substance 
capable of modulating apoptosis dysfunction and optionally comprising, on at least some of its unit motifs, at least a substituent of the 
group comprising sulphate, methyl and acetyl groups, the substance being selected from the group comprising: oligosaccharides derived by 
enzymatic or chemical process from polymer groups including p 1-3 glucans optionally comprising 0 1-6 branches; and oligosaccharides 
derived by enzymatic or chemical process from sulphated galactans, in particular carrageenans, agars and porphyrons. 

(57) Abrege* 

i 

L' invention a pour objet un medicament comportant, a titre de principe actif, une quantite* efficace d'au moins une substance 
oligosaccharidique propre a moduler les dereglements de Tapoptose et comportant eventuellement, sur au moins certains de ses motifs 
unitaires, au moins un substituant du groupe comprenant les groupements sulfate, m6thyle et ac6tyle, la substance e*tant choisie dans le 
groupe comprenant les oligosaccharides derives par vote enzymatique ou chimique des polymeres du groupe comprenant les 0 1-3 glucans 
comportant dventuellement des ramifications /? 1-6, et les oligosaccarides derives par voie enzymatique ou chimique des gatactanes sulfates, 
notamment les carraghenanes, les agars et les porphyranes. 
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1 * 

MEDICAMENT POUR LE TRATTEMENT DES DEREGLEMENTS DE L'APOPTOSE CONTENANT DES OLIGOSAC- 
CHARIDES 

L' invention a pour objet un medicament pour le 
traitement des dErEglements de l'apoptose. 

On dEsigne par le terme w apoptose" la mort 
cellulaire programmEe ou suicide cellulaire. 

Cette mort correspond k une auto-elimination des 
cellules suivant un programme defini. 

Elle se traduit tout d'abord par des renflements au 
niveau de la membrane plasmatique, renflements qui sont 
accompagnEs d'un changement structurel de la membrane, puis 
par une perte de volume de la cellule qui semble se 
contracter et s'effondrer sur elle-m§me. 

Le noyau se condense et l'ADN est clive en petits 
morceaux (Raff, "Nature^, 356 , 397, 1992; Bortner et al . , 
Trends in Cell. Biol.' 5, 21, 1995). 

In vivo, la cellule en apoptose est reconnue par les 
macrophages qui vont la phagocyter et l'eliminer en 
1' absence de tout processus inf lammatoire . 

In vivo tou jours, l'apoptose est largement utilisEe 
par les organismes vivants pour controler les populations 
cellulaires, en particulier les lymphocytes suite a leur 
activation. 

Par ailleurs, l'apoptose joue, au cours du 
dEveloppement des organismes, un r61e primordial dans 
1' Elimination des tissus embryonnaires non nEcessaires 
(queue du lizard, ebauche des organes gEnitaux d'un sexe ou 
de 1' autre), et dans la sculpture de 1'organisme 
(Elimination des palmures interdigi tales entre les futurs 
doigts et autres) . 

Certains composes presents dans les organismes 
vivants induisent specif iquement un ph6nom6ne apoptotique. 
Ainsi, par exemple chez les mammifEres, la liaison du ligand 
Fas au rEcepteur membranaire Fas, Egalement dEsigne par 
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APO-1 ou CD95, induit specif iquement une apoptose; cette 
apoptose est utilis^e par l'organisme vivant pour contrdler 
les populations de lymphocytes, notamment de lymphocytes T. 

Les susdits recepteur et ligand repr^sentent un 
5 syst&me physiologique extr§mement interessant qui est 

implique dans 1' elimination specif ique de cellules qui ne 
sont plus desirees dans l'organisme. 

On peut citer en particulier 1' elimination 
cellulaire au cours de la maturation et de 1' activation des 
10 lymphocytes T. En fait, le syst&ne Fas, c'est-a-dire Fas 

ligand/Fas recepteur, joue un r61e primordial dans 
l'homeostasie du systeme immunitaire. 

Le recepteur Fas est un membre d' une famille de 
proteines qui agissent comme recepteurs k la surface des 
15 cellules et qui comprennent egalement les recepteurs TNF 

(facteur de necrose tumorale) et NGF (facteur de croissance 
des nerfs) . 

Le recepteur Fas est exprim6 dans de nombreuses 
cellules; il s'accumulerait au niveau de l'appareil de 
20 Golgi . 

Le m£canisme par lequel le syst&ne Fas induit la 
mort cellulaire est inconnu mais fait appel a 1' activation 
des proteases connues sous 1' appellation ICE-like 
( n inter leukine-1 beta-converting enzyme" en anglais) ou 

25 caspases . 

On peut noter que le ligand Fas peut Stre secrete 
par les cellules pour induire leur propre suicide; mais 
etant donne que ce ligand se retrouve aussi k la surface de 
cellules activatrices , celles-ci vont de ce fait induire le 

30 suicide de cellules cibles par simple contact. Une fois 

active, le recepteur Fas interagit avec de nombreuses 
proteines intracellulaires pour transmettre le signal 
d6clenchant 1' apoptose. 

In vitro, il existe d'autres moyens pour induire une 

35 apoptose, par exemple en inhibant 1' activity de certaines 
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kinases, et en particulier la kinase C; dans ce cas, on peut 
avoir recours a la staurosporine. 

Ce produit est tres efficace pour induire la mort 
des cellules par apoptose. 

II est neanmoins a remarquer que la transduction des 
signaux induits par la staurosporine est dif ferente de celle 
faisant intervenir le recepteur Fas. 

Toutefois, si les moyens d'activer 1' apoptose sont 
differents, 1' execution du programme de mort induit par ces 
deux modes d' activation est 6quivalente et caracteris^e par 
une activation de la cascade des caspases et un d6r£glement 
de la mitochondrie qui relclche des composes (par exemple le 
cytochrome C) qui vont promouvoir la destruction programm6e 
de la cellule . Ce ph6nom£ne est energie-dependant mais ne 
requiert pas la synthese de nouvelles prolines. En fait, 
tout est pr§t dans une cellule pour assurer sa propre 
destruction. 

In vivo, la regulation du ph6nom&ne apoptotique a 
une importance considerable. 

En effet, de nonibreuses pathologies sont associees 
a son d6reglement. 

On peut citer, par exemple, deux cas de derfeglement 
de 1' apoptose dans lesquels celle-ci est modulee via le 
syst&ne Fas: il s'agit des maladies auto-immunes dans 
lesquelles 1' apoptose est d6ficiente et de la destruction 
des lymphocytes T CD4+ inf ect6s par HIV-1 dans lesquels 
1' apoptose est trop active. 

Dans d'autres cas tels que les degen^rescences 
neuronales rencontrees par exemple dans la sclerose en 
plaques, 1' apoptose est activee par des voies non encore 
connues . 

II existe d'autres pathologies dans lesquelles 
1' apoptose est d6ficiente; k cet egard, on peut citer 
1' accumulation de cellules canc6reuses dont 1' apoptose 
semblerait dependre du syst&ne FAS ("Green', Science, 



WO 99/39718 



PCT/FR99/00229 



4 

vol.278, 1246, 1997) . 

La Societe Demanderesse, au vu des constatations 
rappeiees ci-dessus, a eu le m6rite de trouver que, des lors 
que 1'on dispose d'un medicament capable de moduler les 
5 dereglements de l'apoptose tant du point de vue d'une 

activation dans le cas des pathologies du groupe de celles 
comprenant les maladies auto-immunes et les pathologies du 
type cancer que du point de vue de son inhibition dans le 
cas des pathologies du groupe de celles comprenant le SIDA, 

10 il devenait possible de lutter contre ces maladies. 

Et elle a eu le merite non moins grand de trouver 
que certaines substances oligosacchari-diques et 
monosaccharidiques comportant eventuellement, sur au moins 
certains de leurs motifs unitaires, au moins un substituant 

15 du groupe comprenant les groupements sulfate , methyle et 

acetyle, etaient propres a moduler les dereglements de 
l'apoptose. 

L' invention a done pour objet un medicament 
caracterise par le fait qu'il comporte, k titre de principe 

20 actif, une quantite efficace d'au moins tine substance 

oligosaccharidique propre k moduler les dereglements de 
l'apoptose, et comportant eventuellement , sur au moins 
certains de ses motifs unitaires, au moins un substituant du 
groupe comprenant les groupements sulfate, m6thyle et 

25 acetyle, ladite substance etant choisie dans le groupe 

comprenant 

- les oligosaccharides derives par voie enzymatique ou 
chimique des polymer es du groupe comprenant les P 1-3 
glucans comportant eventuellement des ramifications 3 1-6, 
30 - les oligosaccharides derives par voie enzymatique ou 

chimique des galactanes sulfates, notamment les carraghe- 
nanes, les agars et les porphyranes. 

Selon un mode de realisation avantageux, le 
medicament conforme k 1' invention comporte, a titre de 
35 principe actif, une quantite efficace d'au moins un 
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l'apoptose et repondant a la formule 
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Glue 



(I) 



J n 



10 dans laquelle n repr6sente un nombre entier de 1 k 50, de 

preference de 5 k 10 et dans laquelle le nombre de 
branchements varie de 0 k 3 par unite de repetition, 

Selon un autre mode de realisation avantageux, le 

medicament conforme a 1' invention comporte, a titre de 

15 principe actif, une quantity efficace d'au moins un 
disaccharide de repetition propre a moduler les d6reglements 
de l'apoptose et repondant la formule 



20 



Gal 



♦ Gal 



P 



Gal (n) 



dans laquelle n repr6sente un nombre entier de 1 a 50, de 
preference de 1 & 20, au moins certains des disaccharides de 
repetition de formule (II) pouvant comporter un ou plusieurs 

25 groupes sulfate. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, le 
medicament conforme k 1' invention comporte, a titre de 
principe actif, une quantite efficace du produit propre a 
inhiber au moins partiellement l'apoptose et obtenu par 

30 hydrolyse k partir de iota-carraghenate de sodium, ce 

produit etant constitue par un melange d'oligo-iota- 
carraghenanes designe par I 9 , dont la teneur en oses totaux 
(determinee selon Tillmans et Philippi) est de 62% et dont 
le profil de distribution par taille, estime par 

35 eiectrophor^se sur gel de polyacrylamide selon Zablakis et 
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Perez, est: 

Iota-neocarratetraose (DP 2) 8-12% 
Iota-neocarrahexaose (DP 3) 23-27% 
Iota-n6ocarraoctaose (DP 4) 18-22% 
5 Iota-neocarradecaose (DP 5) 13-17% 

Iota-neocarradodecaose (DP 6) 8-12% 
0ligo-iotacarragh6nane (DP 7) 3- 7% 

Oligo-iotacarraghenanes constitues par 8 
a 15 disaccharides de repetition (DP 8-15) 13-17%. 
10 Les susdites methodes sont decrites, pour ce qui est 

de Zablakis E. & Perez J., dans "Botanica marina 0 , 33, 273- 
276 (1990) et, pour ce qui est de Tillmans J. & Philippi K. , 
dans "Biochem. Z.", 215, 30-60 (1930). 

Pour preparer le produit I 9 , on peut proc^der comme 

15 suit. 

On incube le iotacarragh6nane en presence de 
1' enzyme iotacarragh6nase partiellement purifiee a une 
temperature de 45 - 50°C, puis on ultrafiltre les produits 
d'hydrolyse sur une membrane de 10 000 Da. On obtient ainsi 
20 le produit I 9 . 

Plus particuli^rement, le polymere de iotacarra- 
ghenane est hydro lyse par une iotacarragh&iase recombinante 
surexprim6e dans la souche Escherichia coli. 

La preparation de 1' enzyme se fait par dissolution 
25 du culot bacterien (correspondant a 1 litre de culture) dans 

50 ml de tampon Tris 10 iriM pH 7.5, 100 mM NaCl, 5 mM CaCl 2# 
de fagon k avoir au final, 500 U/ml. 

Du point de vue pratique, on dissout 100 g de 
substrat iotacarraghenane dans 20 1 d'eau distill6e k chaud 
30 (80°C) de fagon k obtenir a une concentration a 5 g/1 puis 

on ajuste le pH k 7,5 avec du carbonate d' ammonium. 

Pour effectuer 1'hydrolyse, 1' enzyme est ajout^e It 
50 U/g de polymere. L' ultrafiltration en continu est engag6e 
apres 30 minutes; il s'agit d'une ultrafiltration 
35 tangentielle. 
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Pour cette ultrafiltration tangent ielle, on peut 
utiliser un appareil de marque Pellicon comportant une 
cassette de 10 000 Da 0.46 m 2 PTGC de la Societe Millipore; 
cet appareil est regie sur 2 bars en entree et 0.5 bar en 
sortie. 

La sortie du filtrat est partiellement fermee pour 
maintenir le debit de filtration k 1 litre par heure. 

Les caracteristiques de 1' enceinte r6actionnelle 
sont choisies de fagon k permettre un approvisionnement de 
1' enzyme en substrat jusqu'a epuisement des 20 1 de solution 
et le maintien d'un volume fixe de 2 litres. 

On obtient 18 1 d'un ultrafiltrat qui est concentre 
jusqu'a 1 litre par evaporation rotative, puis le concentrat 
est lyophilise. Le lyophilisat ainsi obtenu contient le 
produit I 9 . 

Les oligocarraghenanes de la fraction I 9 ainsi 
obtenues ont ete soumis A un f ractionnement supplementaire 
par chromatographic basse pression sur colonne de Biogel P6 
puis sur colonne de Sephadex G10. 

On obtient ainsi les fractions identifides plus 

haut . 

Selon un autre mode de realisation avantageux, 
le medicament conforme a 1' invention comporte, a titre de 
principe actif, une quantite efficace du produit propre a 
inhiber au moins partiellement l'apoptose et constitue par 
la fraction DP 7 du produit I 9 . 

Selon un autre mode de realisation avantageux, le 
medicament conforme a 1' invention comporte, k titre de 
principe actif, une quantite efficace du produit propre & 
activer les deregleraents de l'apoptose, obtenu par extraction 
aqueuse acide & partir d'une algue brune denommee Laminar ia 
digitata, ce produit etant constitue par un melange d'oligo 
P 1-3 glucans designs par L 13 ^ et conportant de 1 k 50, de 
preference de 20 k 30 unites saccharidiques , le produit en 
question pr6sentant le spectre RMN montre a la figure 1. 
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11 est a noter que le produit L 1]L peut 6galement 
§tre obtenu par extraction aqueuse k partir des algues 
brunes en general dont Laminaria digitata est un 
repr^sentant . 

La preparation du produit L 11 peut etre effectuee 
comme suit. 

A 300 g d' algues f raiches de type Laminaria digitata 
r6colt6es au mois d'aoflt sous forme fraiche ou s&che, on 
ajoute progressivement 1 1 d'acide sulfurique 0,3%. 

L' operation est realis6e au bain-marie a une 
temperature d' environ 70°C pendant 2 heures et 30 minutes 
sous agitation. 

Cette operation est renouvelee deux fois. 

L'extrait obtenu est clarifie par filtration sur un 
filtre de porosite 1,2 ym- 

Le liquide resultant de cette filtration est soumis 
k une ultrafiltration tangentielle sur une membrane de 
porosite 50000 Daltons. 

L' ultrafiltration est r6alis6e en maintenant une 
pression de 1 bar. 

On obtient ainsi un ultrafiltrat dont le pH est 
ramen6 a 5,5 pr6sentant un volume d f environ 0,8 litre. Cet 
ultrafiltrat est soumis k une dialyse sur une membrane en 
ester de cellulose de porosit6 egale k 500 Daltons. 

On obtient un dialysat qui est concentre a un volume 
de 100 ml par Evaporation k 80°C k 1'aide d'un dispositif de 
type ROTOVAPOR, puis lyophilis6. 

On obtient 7 g d'une poudre couleur cr&me 
constituant le produit L^. 

Une analyse par chromatographic ionique couplee a 
1 ' amperometrie et utilisant une resine echangeuse d'ions 
commercialism par la Soci6t6 DIONEX, montre que les oligo 
P 1-3 glucanes constitutifs de la susdite poudre ont en fait 
1 a 50, de pr6f6rence de 20 & 30 unites saccharidiques . 
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15 



20 



Les conditions chromatographiques (m6thode dite 
HPLC, c'est-&-dire "Chromatographic liquide sous haute 
pression") 6tant les suivantes: 



Colonne 
Debit 
Detection 
Injection 

Gradient d'elution 



Temps d' analyse 
Temps de retention 



Carbopac PAl 
1 ml/min 

amp^rometrique - Electrode en or 
50 pi 

soude 50 mM / acetate de sodium 
500 mM - eau demineralis6e 
15 minutes 
=9-10 minutes 
on a obtenu la courbe qui est montree a la figure 16 et qui 
identifie le produit L^. 

L'examen du spectre RMN du 13 C du produit L 11# realist 
k partir d'une solution a 80 mg/ml dans D 2 0 et represent^ a 
la figure 1, montre un squelette de ($-D- (1^3) -glucane dont 
les resonances des diff6rents carbones ont pu etre 
identifies (elles sont r6unies dans le tableau A ci-apr^s) 
par comparaison avec les valeurs de la littdrature [voir 
Williams et al., 1992 "Development of a water-soluble, 
sulfated (l-*3) -0-D-glucan biological response modifier 
derived from Sacchammyces cerevisiae*, Carbohydr, Res. 235 : 
247:25] . 



25 



30 



TABLEAU I 



Dep lac ement s chimiques (ppm) du spectre RMN du 13 C 



de I'echantillon L 



11 



Squelette de (3-D-(1-3)-glucane 


C1 


102.76 


C2 


73,41 




C3 


84,94 




C4 


68,45 




C5 


75,89 




C6 


61,06 


Residu D-mannito! 


C6 


63,42 



Les medicaments conformes a 1' invention d6finis plus 
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haut comportent les adjuvants de formulation classiques 
correspondant k leur mode d' administration et a la posologie 
retenues . 

L ' invention a egalement pour objet un procede de 
preparation d'un medicament pour le traitement des 
dereglements de l'apoptose, caract6ris6 par le fait que 1'on 
fait comporter a une composition gal^nique au moins l'un des 
principes actifs identifies ci-dessus. 

Selon un mode de realisation avantageux, la susdite 
composition galenique est propre k une administration par 
voie intraveineuse . 

L' invention vise egalement 1' utilisation, en vue de la 
preparation d'un medicament pour le traitement des 
dereglements de l'apoptose, des substances saccharidiques du 
groupe comprenant les oligosaccharides derives par voie 
enzymatique ou chimique des polymeres du groupe comprenant 
les P 1-3 glucans coraportant eventuellement des 
ramifications 3 1-6, et les oligosaccharides derives par 
voie enzymatique ou chimique des galactanes sulfates, 
notamment les carraghenanes , les agars et les porphyranes. 

Plus particulierement, elle vise 1' utilisation, en 
vue de la preparation d'un medicament pour le traitement des 
dereglements de l'apoptose, des oligosaccharides de formule 
(I) et de ceux de formule (II) . 

Plus particulierement encore, elle vise 1' utili- 
sation des produits designs par I 9 et L 1:L et des fractions 
DP 2 et DP 7 de I 9 en vue de la preparation de medicaments 
pour le traitement des dereglements de l'apoptose. 

L' invention sera encore mieux comprise k l'aide du 
complement de description qui suit et des exemples qui ne 
sont nullement limitatifs mais correspondent k des modes de 
realisation avantageux* 

Dans les experiences qui vont Stre decrites ci- 
apres, on a travailie sur des cultures cellulaires dans 
lesquelles on a declenche un processus apoptotique en ayant 
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recoups au syst&me Fas ou a la staurosporine, puis on a 
etudie les effets de modulation pouvant §tre obtenus avec 
les produits constituant le principe actif des medicaments 
conf ormes a 1 ' invention . 
5 Dans le cadre de ces experiences, on a determine, 

d'une part, les quantit&s appropriees de principe actif pour 
obtenir l'effet recherche de modulation de l'apoptose et, 
d' autre part, le ou les moments auxquels il convient 
d'administrer, pour obtenir l'effet de modulation recherche, 
10 le principe actif ou le medicament le comportant . 

gXgMPLg 1 

On a travailie sur une culture de fibroblastes 
murins g6n6tiquement modifies pour exprimer constitutivement 

15 le r6cepteur humain Fas; le principe actif teste etait le 

produit designe par I 9 * 

Dans une experience prealable, on a montre que les 
fibroblastes murins sont detruits par apoptose lorsqu'ils 
sont mis en presence soit du ligand Fas soit d'un anticorps 

20 agoniste reconnaissant le r6cepteur Fas et designe dans ce 

qui suit par FasAb. 

Dans une autre experience prealable, on a determine 
que le produit I 9 n'alt6rait pas la croissance cellulaire, 
qu'il n'etait pas toxique vis-^-vis des fibroblastes murins 

25 aux concentrations utilisees et qu'il pouvait done etre 

ajoute & un milieu de culture cellulaire sans cr6er de 
probl ernes. 

Le milieu utilise pour la culture des* fibroblastes 
murins est celui commercialise par la Societe Life 
30 Technologies sous 1' appellation *Dulbecco's Modified Eagle 

Medium"; ce milieu est decrit dans "Virology" 8, 396 (1959) 
par Dulbecco et al. 

On a ajoute k ce milieu 5% en volume de serum de 
veau foetal. 

35 Ce milieu etait ensuite inocuie avec des 
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fibroblastes murins en presence d'une quantity suffisante 
d'antibiotiques pour eliminer les possibility de 
contamination; la concentration du milieu de culture en 
fibroblastes a et<§ de 10 5 cellules par ml de milieu. 

La culture a 6te effectu^e a l'int6rieur d'un 
incubateur dans lequel la temperature a 6te maintenue a 
37°C; 1' atmosphere remplissant 1' incubateur contenait 5% de 
C0 2 . 

Apres une incubation de 24 heures, on a ajoute soit 
le Fas ligand, soit le FasAb directement dans le milieu. 

La quant ite de FasAb ajoutee a ete de 50 pg par ml 
de milieu de culture. 

Dans ces conditions, environ 70% des cellules de la 
culture sont d6truites par apoptose apr&s environ 24 heures 
d' incubation. 

Cette destruction est mise en Evidence par 
coloration au cristal violet des cellules survivantes. 

On a proced6 ensuite a un certain nombre d'essais 
destines a mettre en Evidence 1' action du principe actif . 

Dans ces essais, on a fait varier, d'une part, la 
concentration a laquelle le principe actif est mis en oeuvre 
dans le milieu de culture et, d' autre part, le moment auquel 
le principe actif est ajoute a ce milieu de fagon a 
determiner les concentrations optimales en principe actif 
ainsi que le ou les moments les plus opportuns 
d' introduction du principe actif par rapport a 1' addition de 
FasAb. 

On a fait varier les concentrations en principe 
actif de 0,001 k 2 mg par ml. 

On a successivement 6tudi6 l'effet obtenu en 
ajoutant d'abord le principe actif avant, puis en m&ne temps 
et enfin apres FasAb. 

Dans un premier essai, on a ajout6 le principe actif 
24 heures avant FasAb. 

Dans le cadre de cet essai, on a not6 l'effet obtenu 
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en utilisant successivement 0, puis 5, puis 10, puis 50, 
puis 100 et enfin 500 ng de FasAb par ml de culture et, dans 
chaque cas, des concentrations en principe actif 
successivement egales k 0,25, puis 0,5 et enfin 1 mg par ml 
de milieu de culture, etant entendu que l'on a egalement 
note l'effet obtenu en 1' absence de principe actif, c'est-a- 
dire pour une concentration de 0%. 

Apr£s 24 heures d' incubation, on proc&de k 1' analyse 
de survie. 

Le resultat de cette analyse est materialise par 
1 'histogramme de la figure 2.' 

Sur l'axe des abscisses de cet histogramme, figure 
la concentration du milieu en FasAb exprimee en ng/ml et, 
sur l'axe des ordonnees, le taux de survie exprime en %. 

Pour chacune des concentrations en FasAb, on a 
materialise le taux de survie pour chacune des quatre 
concentrations en principe actif, soit 0 mg/ml, 0,25 mg/ml, 
0,5 mg/ml et 1 mg/ml, par quatre rectangles paralieies k 
l'axe des ordonnees, l'ecart-type etant materialise chaque 
fois par un segment surmontant le rectangle correspondant 
paralieiement a l'axe des ordonnees. 

Le rectangle correspondant k 0 mg/ml de principe 
actif est chaque fois celui situ£ le plus k gauche, celui 
correspondant & 0,25 mg/ml de principe actif est situ£ sur 
sa droite, celui correspondant k 0,5 mg/ml est situe k la 
droite du precedent et ainsi de suite. 

Les quatre rectangles sont chaque fois identifies 
par des hachures, pointilies ou degrades particuliers . 

L'examen des r6sultats ainsi reunis sur 
1' histogramme de la figure 2 montre qu'en 1' absence de 
principe actif, le taux de survie diminue avec 
1' augmentation de la concentration en FasAb et que ce taux 
de survie est sensiblement ameiiore par 1' addition du 
principe actif. 

Dans un deuxi&ne essai, on a ajoute au milieu de 
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culture en m§me temps le FasAb et le principe actif . 

Dans ce deuxieme essai, on a not6 l'effet obtenu en 
utilisant successivement les m§mes concentrations en FasAb 
et en principe actif que dans le premier essai. 
5 Apr£s 24 heures d' incubation, on proc^de k 1' analyse 

de survie. 

Les resultats enregistr6s sont r6unis sur 
1 ' hi stogr amine de la figure 3 qui est constitue suivant les 
memes principes que ceux exposes a propos de celui de la 
10 figure 2. 

L'examen de ces resultats montre que le taux de 
survie 6volue d'une maniere analogue a celle notee pour le 
premier essai. 

Dans une troisieme s6rie d'essais, on a ajoute le 
15 principe actif apr^s FasAb, k savoir successivement: 

tout d'abord, 1 heure apr^s le FasAb, 

ensuite, 3 heures apr&s le FasAb et, 

enfin, 6 heures apr&s le FasAb, 
en faisant tou jours varier la concentration en FasAb de 0 k 
20 500 ng par ml de culture. 

Dans le cas de 1' addition de principe actif 
effectu^e 1 heure apres le FasAb, 

- on a r6uni sur l'histogramme de la figure 4 les resultats 
not6s pour des concentrations en I 9 de 0 mg/ml, de 

25 0 , 0 05 mg/ml, de 0,01 mg/ml et enfin de 0,05 mg/ml, 

- on a r6uni sur l'histogramme de la figure 5 les 
resultats not6s pour des concentrations en I 9 de 
0 mg/ml, de 0,1 mg/ml, de 0,25 mg/ml et enfin de 
0,5 mg/ml, et 

30 - on a r6uni sur l'histogramme de la figure 6 les resultats 

notes pour des concentrations en I 9 de 0 mg/ml, de 
0,25 mg/ml, de 0,5 mg/ml et enfin de 1 mg/ml. 

Les histogrammes des figures 4 4 6 sont constitu£s 
suivant les m§mes principes que ceux exposes a propos de 
35 celui de la figure 2. 
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Dans le cas de 1' addition de principe actif 
effectuee 3 heures apr£s 1' addition de FasAb, on a reuni sur 
1 'histograinme de la figure 7 les resultats not6s pour des 
concentrations en I 9 de 0 mg/ml, de 0,25 mg/ml, de 0,5 mg/ml 
et de 1 mg/ml. 

Dans le cas de 1' addition de principe actif 
effectu6e 6 heures apr^s 1' addition de FasAb, on a reuni sur 
l'histogramme de la figure 8 les resultats notes pour des 
concentrations en I 9 de 0 mg/ml, de 0,25 mg/ml, de 0,5 mg/ml 
et de 1 mg/ml. 

Les histogrammes des figures 7 et 8 sont constitues 
suivant les memes principes que ceux exposes k propos de 
celui de la figure 2. 

L'examen de 1' ensemble des resultats r6unis sur les 
histogrammes des figures 4 & 8 montre que, dans le cas de 
1' addition du principe actif apr6s 1' addition de FasAb, le 
taux de survie augmente toujours; cet effet a toutefois 
tendance a diminuer lorsqu ' augmente le temps 6coule entre 
les additions successives de FasAb et de principe actif; il 
est par ailleurs sensible k la concentration en principe 
actif lorsque celle-ci est inf^rieure k 0,25 mg/ml; on 
n'obtient pas d' amelioration sensible pour les 
concentrations superieures a 0,25 mg/ml. 

Dans 1' experience qui vient d'etre d6crite, 
l'apoptose 6tait induite par le systeme FasAb. 

On a effectue une autre experience en induisant 
l'apoptose par 1'inhibiteur de kinase constitu6 par la 
staurosporine . 

Il est rappel6 que la staurosporine induit une mort 
apoptotique dans le cas de la plupart des cellules a des 
doses variant de 0,5 k 5 pM. 

Dans cette experience, 1' addition de staurosporine 
et de I 9 6tait simultan6e. 

On a utilis6 deux doses de I 9 , & savoir 0,2 mg/ml et 
0,5 mg/ml. 
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La staurosporine a ete mise en oeuvre a raison de 
0,5 yM puis de 1 pM et enfin de 1,5 pM- 

Le taux de survie des cellules traitees a ete 
determine dans chaque cas apr£s 18 heures d' incubation. 
5 Les r^sultats enregistr^s apparaissent sur 

l'histogramme represent^ k la figure 9 et qui montre le taux 
de survie exprime en % en fonction de la concentration en 
staurosporine et pour les doses de I 9 identifiees plus haut. 

Une experience temoin a ete effectuee pour une 
10 concentration en staurosporine de 0 yM. 

L ' examen des r^sultats apparaissant sur 1 ' histo- 
gramme montre que la mise en oeuvre de I 9 attenue l'apoptose 
induite par la staurosporine. 

II r6sulte des deux experiences qui viennent d'etre 
15 decrites que le medicament conforme k 1' invention permet 

d'obtenir une attenuation significative de l'apoptose 
lorsque celle-ci est induite par diff^rents agents. ~ 

BXEMPLB 2 

20 Dans cet exemple, la culture cellulaire etudiee 

etait une culture de cellules humaines immortalis6es, 
constitutes de lymphocytes T (type Jurkat) . 

Le milieu de culture utilise est celui commercialise 
par la Soci6t6 Life Technologies sous 1' appellation *RFMI 
25 1640 Medium"; ce milieu est d£crit par Moore et al. dans la 

publication *A.M. A. " 199, 519 (1967). 

On ajoute a ce milieu 10% en volume de serum de veau 
foetal et des antibiotiques pour eliminer les possibilit6s 
de contamination. 
30 On inocule ce milieu avec une quantite de 10 6 

lymphocytes T par ml de milieu. 

La temperature de 1' incubation est de 37°C et 
1' atmosphere remplissant l'incubateur contient 5% de C0 2 . 

Apres une incubation de 24 heures, on ajoute 
35 simultanement le FasAb et le principe actif . 
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La quantite de FasAb (il s'agit de celui fabrique 
par la Society Upstate Biotechnology et commercialise sous 
le n° de catalogue 05-201 par la Societe Euromedex) ajoutee 
est de 50 ng/ml de culture. 

Le principe actif est constitue successivement par 
le produit I 9 et le produit L^. 

Les quantit^s mises en oeuvre sont dans chaque cas 
de 0,5 mg/ml . 

L' analyse de survie est effectu6e 18 heures apr&s le 
d6but de 1' experience. 

Cette analyse de survie consiste k faire passer un 
volume de culture contenant 10 4 cellules dans un appareil du 
type de ceux qui fonctionnent par cytom6trie de flux, en 
1' occurrence celui commercialise par la Soci6t6 Beckton 
Dickinson sous 1' appellation U FAC Scan cytometer". 

Cet appareil utilise une sonde qui d^tecte la 
presence de phosphatidyl serine k la surface des cellules; 
la presence de ce produit montre que les cellules en 
question sont apoptotiques . 

Les r6sultats de cette analyse apparaissent sur les 
figures 10 k 13 sur chacune desquelles sont repr6sent6s 
trois polygones, respect ivement A, B et C dont les contours 
sont d6finis pour §tre representatif s de populations 
cellulaires distinctes; le polygone A entoure ion ensemble de 
cellules vivantes, le polygone B un ensemble de cellules 
apoptotiques et le polygone C un ensemble de cellules 
mortes . 

Dans le tableau II ci-aprfes, on a r6uni les 
pourcentages de cellules vivantes, de cellules apoptotiques 
et le pourcentage de cellules mortes dans le cas de chacune 
des figures 10 k 13 qui vont §tre commences ci-apr£s. 
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TABLEAU II 





Cellules vivantes 
Polygone A 


Cellules apoptotiques 
Polygone B 


Cellules mortes 
Polygone C 


Contr6le (Rg. 10) 


97% 


1% 


1% 


FasAb (Rg.11) 


77% 


21% 


1% 


FasAb/l 9 (Rg.12) 


90% 


2% 


6% 


FasAb /L^ (Rg.13) 


74% 


13% 


9% 



La figure 10 illustre 1' analyse de survie effectuee 
sur un 6chantillon d'un milieu de culture dans lequel on n'a 
ajoute ni FasAb, ni principe actif; il s'agit d'un t6moin; 
dans ce cas, on voit qu'il n'y a substantiellement que des 
cellules vivantes qui se trouvent dans le polygone A (voir 
ligne 1 du tableau II) . 

La figure 11 illustre 1' analyse de survie effectuee 
sur un 6chantillon d'un milieu de culture dans lequel on n'a 
ajoute que du FasAb; dans ce cas, on voit que le polygone B 
contient 21% de cellules apoptotiques (voir ligne 2 du 
tableau II) . 

La figure 12 illustre 1' analyse de survie effectuee 
sur un 6chantillon d'un milieu de culture ayant ete 
additionn6 simultanement de FasAb et de principe actif I9 
(0,5 mg/ml) ; dans ce cas, on voit que le polygone B ne 
contient pratiquement pas de cellules apoptotiques (2%) , le 
polygone A contenant beaucoup de cellules vivantes et le 
polygone C une certaine concentration (6%) de cellules 
mortes (voir ligne 3 du tableau II) . 

La figure 13 illustre 1' analyse de survie effectuee 
sur un 6chantillon d'un milieu de culture ayant ete 
additionn6 simultanement de FasAb et de principe actif L 1:L 
(0,5 mg/ml); dans ce cas, on voit que le polygone B contient 
une quantity iraportante (13%) de cellules apoptotiques et le 
polygone C une quantity non n^gligeable (9%) de cellules 
mortes (voir ligne 4 du tableau II) . 
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Les conclusions susceptibles d'§tre tiroes de 
l'examen des figures 10 a 13 et de 1' analyse du pourcentage 
des cellules presentes dans les diff brents polygones font, 
par consequent, que le principe act if I 9 , dans le cadre de 
cette experience, inhibe l'apoptose FasAb (on passe de 21% 
k 2% de cellules apoptotiques) . Toutefois, une 16g&re 
augmentation du nombre de cellules mortes est not6e (ce 
nombre passe de 1% k 6%) . Si on consid&re le nombre de 
cellules vivantes, une protection de 13% est observee (on 
passe de 77% k 90%) . 

Concernant le principe actif L^, on observe une 
augmentation du nombre de cellules mortes (on passe de 1% k 
9%) par rapport a l'effet induit par FasAb uniquement. Le 
principe L 1:L , bien que n'induisant pas un effet important 
sur le nombre de cellules vivantes, agirait done comme un 
potential isateur de la mort cellulaire. 

Dans le but d'optimiser 1' action de L 11# on a 
realist les experiences suivantes. 

On administre, en utilisant la m§me culture que 
prec6demment : 

>- dans une premiere experience, 50 ng/ml de FasAb seul 
(de la provenance Euromedex identifi£e plus haut) 

>- dans une deuxi&me experience, la meme quantite du 
meme FasAb simultan&nent k 0,5 mg/ml de produit et 

>• dans une troisieme experience, 0,5 mg/ml du produit 
Ln puis, 24 heures plus tard, 50 ng/ml du m§me FasAb. 

Les r6sultats obtenus apr£s 18 heures d' incubation 
sont comme suit en comparaison avec ce qui est observe sur 
vine culture temoin n'ayant et£ additionnee ni de FasAb ni de 
L ll' ^ a grandeur prise en consideration etant le nombre de 
cellules vivantes: 

• dans le cas d' addition de FasAb seul : le nombre de 
cellules vivantes diminue de 3,6%, 

• dans le cas de 1' addition simultanee de FasAb et de 
h llf le nombre de cellules vivantes diminue de 6,4% et 
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• dans le cas de 1' addition diff6r6e de FasAb et de L 11# 
le nombre de cellules vivantes diminue de 13,7%. 

II s'ensuit que L xl est beaucoup plus actif 
lorsqu'il est administre avant FasAb. 

On indique que des r6sultats analogues ont ete 
obtenus en remplagant le FasAb identifi6 ci-dessus par un 
FasAb d'une autre origine, c'est-^-dire celui fabrique par 
la Soci^te Alexis Corporation (San Diego, USA) et 
commercialise par la Soci6t6 Coger SA (Paris) . 

De 1 ' examen des resultats des experiences qui 
precedent, il apparait qu'un medicament k base du produit 
L ll P^rmet de potentialiser l'apoptose; on peut done 
envisager son utilisation dans le traitement de maladies du 
type auto-immunes et du cancer. 

D'autres experiences ont permis de verifier les 
effets produits par 1' administration du produit I 9 , d'une 
part, dans des cultures de lymphocytes dans lesquelsr a 6te 
induite une apoptose Fas de faible intensity et, d' autre 
part, dans le cas des cultures de lymphocytes dans lesquels 
a 6t£ induite une apoptose Fas de forte intensity. 

L'apoptose Fas de faible intensite peut £tre induite 
en utilisant un FasAb de provenance Euromedex; une telle 
apoptose peut §tre de l'ordre de 3 a 10%. 

L'apoptose Fas de forte intensity peut §tre induite 
en utilisant un FasAb de provenance Alexis Corporation; une 
telle apoptose peut §tre de l'ordre de 20 k 50%. 

Les experiences r£alis6es en mettant en oeuvre une 
dose de 0,2 mg/ml du produit I 9 sont illustrees par la 
figure 14 qui montre les effets enregistres, e'est-a-dire 
soit la stimulation soit 1' inhibition de l'apoptose 
(exprimees en %) en fonction de 1' intensite de l'apoptose 
(en %) induite par FasAb seul (concentrations de 50 k 
200 ng/ml) . 

La figure 14 montre que 
• dans le cas d'apoptoses de faible intensity, de l'ordre 
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de 3 k 10%, materialises sur l'axe des abscisses par 
les points a, b, c, d, e, f, g, h, i, 1 'administration 
de I 9 provoque une potentialisation de 20 a 40% de 
l'apoptose par rapport k l'apoptose induite par FasAb 
seul et 

• dans le cas d'apoptoses de forte intensite, de l'ordre 
de 20 a 50%, materialises sur l'axe des abscisses par 
les points 1, m, n, p, q, 1' administration de la m§me 
quantity de I 9 provoque une inhibition de l'apoptose de 
5 k 20% par rapport k l'apoptose produite par FasAb 
seul. 

Sachant qu'il est possible de determiner chez un 
sujet donne l'apoptose induite au niveau des lymphocytes, il 
devient done possible de moduler celle-ci selon 1' intensity 
constatde de ladite apoptose dans le sens de la 
potentialisation ou dans le sens de 1' inhibition en 
administrant k ce sujet un medicament & base de I 9 . 

Ce medicament pourra, par consequent, permettre de 
corriger l'apoptose dans le sens de la potentialisation 
lorsque le sujet est atteint d'une affection du type cancer 
ou maladie auto- immune correspondant a une apoptose faible 
et dans le sens d'une inhibition lorsque le sujet est 
atteint d'une affection du type syndrome immuno-def icient 
correspondant a une apoptose forte. 

Ceci etant, on precise que les lymphocytes T type 
Jurkat pr6sentes dans les cultures soumises aux experiences 
qui precedent, sont des cellules dont le g£ne suppresseur de 
tumeur p53 ou proteine p53 (Bing An et al., 1998, w Cell 
Death and Differentiation" 5, 1062-1075) est mute et, de ce 
fait, inactif. 

Les effets observes avec les produits utilises 
conformement k 1' invention, notamment avec I 9 et L 11# sont 
done probablement p53 ind6pendants ; autrement dit, les 
produits I9 et L 1:L sont capables de potentialiser la 
stimulation ou 1' inhibition de l'apoptose de par leur seule 
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presence et ind6pendamment de la presence ou de 1' absence du 
gene p53 actif . 

Or, dans la plupart des cancers humains (voir 
Hollstein et al. f 1994, "Nucl. Acid Res.*, 22, 3551), la 
5 proteine p53 est mutee, done inactive; il s'ensuit que la 

mise en oeuvre d'un medicament a base d'un des produits 
conformes A 1' invention et en particulier des produits I 9 et 
L X1 permet de remedier aux dysfonctionnements de la proteine 
p53 et de traiter les affections du type cancer et les 

10 maladies auto-immunes . 

L' invention permet, par consequent, de traiter les 
affections en question par une voie fondamentalement 
diff6rente et plus simple que la therapie genique qui repose 
sur le principe visant notamment a reintroduire un gene p53 

15 normal dans le genome des cellules mutees d'un sujet malade. 

On sait que la plupart des cellules cancereuses ont 
perdu leur sensibility k 1'apoptose FasAb et que la plupart 
des agents anticancereux actuellement utilises agissent en 
activant le gfene p53 qui, lui, agit positivement sur le 

20 syteme FasAb. Or, ces systemes ne fonctionnent plus si p53 

est mute (Muller et al. 1998, J. Exp. Med. 188, 2033-2043). 

Selon les observations recentes, le syst^me FasAb 
est capital pour la destruction des cellules cancereuses, 
soit par le syst&me immunitaire, soit par 1' action des 

25 drogues anticanc&reuses ; il s'ensuit que le fait que les 

produits utilises conform6ment k 1' invention et notamment I 9 
et modulent 1'apoptose desdites cellules cancereuses de 
maniere independante de p53, rev§t une importance 
considerable et permet d'ehvisager la mise au point d'une 

30 nouvelle generation de medicaments notamment anticancereux . 

EXEHPZiE 3 

Le produit I 9 est compose, comme montre plus haut, 
d'un melange d'oligo-iota-carraghenanes . 
35 On a teste l'effet induit par differents 
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constituants de ce melange, en particulier des fractions 
DP 2, DP 3, DP 4, DP 5 et DP 7. 

On a 6galement teste le polym^re constituant la 
matiere premiere de I 9 , ainsi que le produit d6nomm6 KIK 
5 (hexasaccharide de type kappa- iota-kappa) . 

Pour ces experiences, on a proc6d6 comme indique a 
l'exemple 1 en introduisant simultandment, d'une part, 
0,2 mg/ml de chacune des susdites fractions de I 9 et, 
d' autre part, 100 ng/ml de FasAb d'origine Euromedex. 
10 Apres 24 heures d' incubation, on a fait les 

constatations r£sum£es ci-apres. 

Les fractions DP 2 , DP 3 , DP 4 et DP 5 sont 
inactives et ne stimulent pas l'apoptose induite par une 
faible dose (100 ng/ml) de FasAb de provenance Euromedex qui 
15 induit par elle-m£me 6% de mort cellulaire apr&s 18 heures 

d' incubation. 

Par contre, un effet stimulateur tr&s fort est 
obtenu pour la fraction DP 7 (50%) et par le produit I 9 
(70%), ce qui montre qu'un des composants actifs du melange 
20 I 9 peut §tre constitue par la fraction DP 7; par ailleurs, 

le produit KIK n'a pas d' activity. 

On a enfin trouve que le polym&re constituant la 
matiere premiere pour la preparation de I 9 avant clivage par 
1' enzyme iotase est, lui aussi, act if et stimule une 
25 apoptose Fas de faible intensity. Par contre, 1' enzyme 

iotase elle-m§me, mise en oeuvre a raison de 50 unites, n'a 
pas d'activite lorsqu'elle est incubee avec les cellules. 

II s'ensuit que le principe actif I 9 , qui n'a pas 
d'activite apoptotique intrins^que, induit une tres forte 
30 stimulation dans le cas d'une apoptose FasAb de faible 

intensite. 



35 



II a 6t6 proc^de & une experience complementaire 
confirmant les resultats traduits par la figure 14. 
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Dans le cas des phenomenes apoptotiques induits par 
Fas, la premiere des caspases de la cascade de caspases 
activees est la caspase 8. 

II a ete proc6d6 a la mesure de 1'activite de cette 
capsase 8, qui est une enzyme prot6olytique, apr&s lyse des 
cellules Jurkat traitees ou non avec FasAb seul et avec 
FasAb en meme temps qu'avec I 9 . 

Pour ce faire, on a mesure 

• 1'activite de la caspase 8 dans une premiere fraction 
d'une culture de cellules Jurkat en 1' absence de FasAb 
et de I g ; le pourcentage de cellules vivantes dans la 
culture est de 93%; 

• 1' activity de la caspase 8 dans une deuxieme fraction 
de la m§me culture, 18 heures apr&s incubation avec 
500 ng/ml de FasAb de provenance Euromedex (qui, comme 
indiqu6 plus haut, induit une faible apoptose, de 
1'ordre de 13%); le pourcentage de cellules vivantes 
dans la culture est de 80%; 

• 1' activity de la caspase 8 dans vine troisieme fraction 
de la meme culture, 18 heures apr&s incubation avec 
500 ng/ml de FasAb de provenance Euromedex et de 0,2 
mg/ml de I 9 ; le pourcentage de cellules vivantes dans la 
culture est de 50%; 

• 1' activity de la caspase 8 dans une quatrieme fraction 
de la meme culture, 18 heures apres incubation avec 
25 ng/ml de FasAb de provenance Alexis (qui, comme 
indique plus haut, induit une apoptose intense, de 
l'ordre de 40%); le pourcentage de cellules vivantes 
dans la culture est de 53%; 

• 1' activity de la caspase 8 dans une cinqui&ne fraction 
de la m§me culture, 18 heures apr^s incubation avec 
25 ng/ml de FasAb de provenance Alexis et de 0,2 mg/ml 
de I 9 ; le pourcentage de cellules vivantes dans la 
culture est de 59%; 

La mesure de 1'activite caspase a et£ effectu£e 
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chaque fois & 1'aide du kit commercialise par la Soci6t6 
Ozyme sous la denomination *Apo Alert Flice FLuor* No. 
K2028-2. 

Les resultats de ces mesures sont reunis dans 
1 ' hi stogr amine de la figure 15. 

L'examen de cet histogramme montre que 
>• l'activite caspase 8 est faiblement stimul£e (facteur 
voisin de 1,37) par FasAb Euromedex seul, 1' adminis- 
tration simultan6e de I 9 induisant une stimulation forte 
(facteur voisin de 3,93); 
>• l'activite caspase 8 est fortement stimul^e (facteur 
voisin de 4,96) par FasAb Alexis seul, cette forte 
stimulation 6tant diminu6e (facteur voisin de 4,05) 
lorsque I 9 est introduit simultan6ment & FasAb Alexis. 
II existe, par consequent, une correlation nette 
entre l'apoptose et l'activite caspase 8. 

Le produit I 9 repr6sente done un produit capable de 
moduler l'activite de la caspase 8. 

Le fait que l'on montre que cette enzyme est 
essentielle dans la voie biochimique de l'apoptose induite 
par Fas (Juo et al., Curr. Biol. 8, 1001-1008, 1998), permet 
d'envisager de nouveaux medicaments k base 
d' oligosaccharides permettant de cibler les enzymes du type 
caspase. 

Ces produits repr£sentent done une alternative a une 
th£rapie basee sur des peptides portant la sequence reconnue 
par la caspase 8 ("substrats suicide" de caspase 8). 
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REVENDICATIONS 

1. Medicament caracteris6 par le fait qu'il 
conporte, k titre de principe actif , une quantite efficace 
d'au moins une substance oligosaccharidique propre a moduler 

5 les d6r6glements de l'apoptose et comportant eventuellement, 

sur au moins certains de ses motifs unitaires, au moins un 
substituant du groupe comprenant les groupements sulfate, 
methyle et acetyle, la substance etant choisie dans le 
groupe comprenant 
10 - les oligosaccharides derives par voie enzymatique ou 

chimique des polym^res du groupe comprenant les 3 1-3 
glucans comportant eventuellement des ramifications P 1-6, 
et 

- les oligosaccharides derives par voie enzymatique ou 
15 chimique des galactanes sulfates, notamment les 

carragh6nanes , les agars et les porphyranes . 

2. Medicament caracteris^ par le fait qu'il 
comporte, k titre de principe actif, une quantity efficace 
d'au moins un oligosaccharide propre a moduler les 

20 d6r£glements de l'apoptose et repondant a la formule 
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dans laquelle n represente un nonibre entier de 1 k 50, de 
preference de 5 a 10 et dans laquelle le nombre de 
30 branchements varie de 0 i 3 par unite de repetition. 

3. Medicament caracterise par le fait qu'il 
comporte, k titre de principe actif, une quantite efficace 
d'au moins un disaccharide de repetition propre ct moduler 
les der^glements de 1' apoptose et repondant k la formule 
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5 dans laquelle n represente un nombre entier de 1 a 50, de 

preference de 1 a 20, au moins certains des disaccharides de 
repetition de formule (II) pouvant comporter un ou plusieurs 
groupes sulfate. 

4. Medicament caract6ris6 par le fait qu'il 
10 comporte, a titre de principe actif, une quantite efficace 

du produit propre a inhiber au moins partiellement 
1'apoptose et obtenu par hydrolyse k partir de iota- 
carraghenate de sodium, ce produit etant constitue par un 
melange d' oligo-iota-carraghenanes d6sign6 par I 9 , dont la 
15 teneur en oses totaux (determinee selon Tillmans et 

Philippi) est de 62% et dont le profil de distribution par 
taille, estime par electrophorese sur gel de polyacryl amide 
selon Zablakis et Perez, est: 

Iota-n6ocarrat6traose (DP 2) 8-12% 
20 Iota-n6ocarrahexaose (DP 3) 23-27% 

Iota-n6ocarraoctaose (DP 4) 18-22% 
Iota-n6ocarrad6caose (DP 5) 13-17% 
Iota-neocarradod6caose (DP 6) 8-12% 
Oligo-iotacarraghenane (DP 7) 3-7% 
25 Oligo-iotacarraghenanes constitu6s par 8 

k 15 disaccharides de r6p6tition (DP 8-15) 13-17%. 

5. Medicament caract6ris6 par ie fait qu'il 
comporte, k titre de principe actif , une quantity efficace 
du produit propre a activer les d6r£glements de 1'apoptose, 

30 obtenu par extraction aqueuse acide k partir des algues 

brunes et plus particuli&rement d'une algue brune d£nomm6e 
Laminaria digitata, ce produit 6tant constitu6 par un 
melange d'oligo ($ 1-3 glucans d6sign6s par L l:L et comportant 
de 1 a 50, de preference de 20 a 30 unites saccharidiques, 

35 le produit en question pr^sentant le spectre RMN montr6 k la 
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figure 1. 

6. Medicament caracterise par le fait qu'il 
comporte, k titre de principe actif , une quantity efficace 
du produit propre k activer les dereglements de l'apoptose 
et constitue par la fraction DP 7 du produit I 9 . 

7. Proc6d6 de preparation d'un medicament pour le 
traitement des dereglements de l'apoptose, caracterise par 
le fait que l'on fait comporter a une composition galdnique 
au moins 1'un des principes actif s des medicaments selon au 
moins 1'une des revendications 1 & 6. 

8. Utilisation, en vue de la preparation d'un 
medicament pour le traitement des dereglements de 
l'apoptose, d'au moins l'une des substances oligo- 
saccharidiques comportant eventuellement, sur au moins 
certains de leurs motifs unitaires, au moins un substituant 
du groupe comprenant les groupements sulfate, methyle et 
acetyle, lesdites substances qui sont propres ci moduler les 
dereglements de l'apoptose 6tant choisies dans le groupe 
comprenant 

- les oligosaccharides derives par voie enzymatique ou 
chimique des polymeres du groupe comprenant les 3 1-3 
glucans comportant eventuellement des ramifications P 1-6, 
et 

- les oligosaccharides derives par voie enzymatique ou 
chimique des galactanes sulfates, notamment les 
carraghenanes , les agars et les porphyranes. 

9. Utilisation, en vue de la preparation d'un 
medicament pour le traitement des dereglements de 
l'apoptose, des oligosaccharides de formule (I) et de ceux 
de formule (II) . 

10, Utilisation des produits designes par I 9 et 
et du produit constituant la fraction DP 7 du produit I 9 en 
vue de la preparation de medicaments pour le traitement des 
dereglements de l'apoptose. 
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